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研究成果の概要（和文）：インフルエンザウイルスの病原性には、宿主免疫応答によって惹起される肺の炎症が
関与すると考えられているが、その詳細については十分に明らかになっていない。本研究では、肺の呼吸運動を
抑える吸引保定装置を独自に開発することで、2光子励起顕微鏡下で生きた細胞の動きや形態変化を高解像度で
観察できるウイルス感染肺の生体イメージング法を確立した。さらに、生体イメージング解析に適した蛍光レポ
ーターマウスならびに蛍光標識抗体のスクリーニングを完了させ生体肺の多重蛍光標識イメージングの方法論を
確立させた。本イメージング法を用いて、インフルエンザウイルスに感染した肺における免疫系の細胞動態につ
いて新たな知見を得た。

研究成果の概要（英文）：The in vivo pathophysiology and dynamics of immune cells in influenza 
virus-infected lungs are not fully understood. Here, we established an in vivo imaging system that 
employs two-photon excitation microscopy and fluorescent influenza viruses of different 
pathogenicity. This approach allowed us to monitor and correlate several parameters and 
pathophysiological changes including the spread of infection, pulmonary permeability, speed of 
pulmonary perfusion, the number of pulmonary vascular neutrophils, and neutrophil motion in the 
lungs of live mice. Several pathophysiological changes were larger and occurred earlier in mice 
infected with a highly pathogenic H5N1 influenza virus compared with those in mice infected with a 
PR8 strain. These findings demonstrate the potential of our in vivo imaging system to provide novel 
information about the pathophysiological consequences of virus infection and the immune response to 
influenza virus.

研究分野： インフルエンザ

キーワード： インフルエンザ　生体イメージング　２光子励起顕微鏡　免疫

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
呼吸のために拡張と収縮を繰り返す肺は、視野の固定が難しくこれまでいくつかの方法論が試されてきたが生体
イメージングには不向きと考えられており、インフルエンザに代表される重度の炎症を伴う肺を顕微鏡下で観測
することは困難であった。本研究において、2光子励起顕微鏡を用いた感染肺の生体イメージング法を確立し、
インフルエンザウイルスに対する免疫細胞応答を解析することが可能となった。インフルエンザの病原性発現メ
カニズムの解明に役立ち、ワクチンや新規抗ウイルス薬の動物実験における評価にも応用できることから、ウイ
ルス学や免疫学などの基礎的な研究からワクチンや薬剤開発に至るまで、幅広く利用されることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
インフルエンザは世界各地で毎年のように流行を繰り返す呼吸器感染症である。インフルエ

ンザウイルスは大きく４種類（A, B, C, D）の型に分類され、A型はウイルス粒子の表面に発現
するタンパク質である Hemagglutinin（HA）と Neuraminidase（NA）の抗原性によって亜型に細
分化される。季節性インフルエンザは A 型ウイルスの H1N1 亜型および H3N2 亜型、並びに B 型
ウイルスによって引き起こされ、急性の発熱症状を主徴とするが多くの場合で自然に治癒する。
一方で、H5 ならびに H7N9 亜型の高病原性鳥インフルエンザウイルスは通常は鳥類にしか感染し
ないが稀にヒトに感染し、その致死率は 40～50%と高率であることが知られている。インフルエ
ンザウイルスが異なる病原性を示す理由として宿主免疫応答によって誘導される肺の炎症が関
与していると考えられるが不明な点が数多く残されている。インフルエンザウイルスに対する
宿主応答メカニズムを解明するためには、感染した肺を実際に観察し病態生理学的な情報を得
ることが重要である。 
２光子励起顕微鏡を用いた生体イメージング法は、生細胞へのダメージが少なく組織深部の

高解像度での観察が可能なため、生きた動物の体内における細胞の動きを観察する方法として
有用であることが知られてる。しかしながら、呼吸のために拡張と収縮運動を繰り返す肺は、視
野を固定することが難しく生体での観察は困難であると考えられている。また、感染動物を生き
たまま実験に用いるということは、感染能を持ったウイルスも扱うということであり、病原ウイ
ルスが外部へと拡散しないように封じ込める専門の設備や施設も必要である。さらに、細胞の挙
動を追跡する生体イメージング法では、観察対象である免疫細胞や感染細胞を動物の生体内に
おいて蛍光標識する必要がある。世界中で精力的な研究や開発が進められているが、インフルエ
ンザウイルスに代表される感染動物の体内、特に肺を顕微鏡下で観察することは困難とされて
きた。 
 
 
２．研究の目的 
２光子励起顕微鏡を用いた生体イメージングシステムを構築することで、インフルエンザウ

イルスに感染したマウスの肺における免疫細胞の挙動や血液の流れを解析し、インフルエンザ
の病原性発現メカニズムを解明する。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、肺を吸引保持することで呼吸変動を抑える観察装置を開発し、２光子励起顕微鏡

や動物の生命維持に必要な周辺機器を導入することで、インフルエンザウイルスに感染した動
物の生体イメージングシステムを構築した（図１）。このイメージングシステムは高病原性鳥イ
ンフルエンザウイルスを含む病原性の高い感染動物を取り扱うことのできるバイオセーフティ
ーレベル３施設内に設置した。 
野生型マウスに、感染細胞で蛍光タンパク質 Venus を発現する蛍光レポーターインフルエン

ザウイルス（Color-flu）を感染させ感染細胞を可視化した。本研究では、病原性の異なる２株
の Color-flu［季節性インフルエンザウイルス（PR8 株）と高病原性鳥インフルエンザウイルス
（H5N1 株）］を用いることで、ウイルスに感染した肺における病態生理学的な変化と病原性との
関連についても比較した。肺の血流と免疫細胞の一種である好中球を可視化するために蛍光
Dextran と抗 Ly-6G 抗体を経静脈的に投与して蛍光標識した。感染マウスは麻酔下で管理し人工
呼吸器で補助しながら開胸し、露出させた肺を肺吸引保定器で保持した。保定された感染肺を２
光子励起顕微鏡で撮影すると、インフルエンザウイルスに感染した肺を流れる血液や遊走する
好中球の姿を捉えることに成功した（図２）。タイムラプス像として撮影した肺の病態生理学的
な変化は、画像解析ソフトを用いることで定量化して解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
生体イメージング法では観察臓器の循環血流が維持されるため、細胞遊走や血流動態など血

流を介した現象を観察することが可能である。蛍光標識デキストランをマウスの血管内に投与
すると血流が可視化され、さらにデキストランの分子量を選択することで血管の透過性を評価
することができる。血中アルブミン（66k Da)とほぼ同程度の分子量の蛍光標識デキストラン（70k 
Da）を観察中に投与すると、高病原性鳥インフルエンザウイルスに感染したマウスの肺ではデキ
ストランの肺胞腔への持続的な漏出が観察された（図３）。一方、非感染マウスや季節性インフ
ルエンザウイルスに感染したマウスでは肺毛細血管からの漏出は認められなかった。高病原性
鳥インフルエンザウイルスの感染により血管内皮細胞の損傷や細胞間接着の減弱が生じること
で肺毛細血管の透過性が大きく亢進していることが示唆された。続いて、血管内に投与された蛍
光ビーズの移動速度から血流速度を算出すると、季節性インフルエンザウイルスならびに高病
原性鳥インフルエンザウイルスの両方において肺毛細血管の血流速度が低下することが明らか



となった。血流速度の減少は肺胞内に感染細胞が出現するよりも早期に起こっており、感染初期
の宿主応答の一端を見出したものと考えられる。 
免疫細胞の一種である好中球は感染初期に炎症部位に遊走し感染防御の最前線を担う。一方

で、重度のインフルエンザウイルス感染症では感染肺に多量の好中球の浸潤が認められ、肺の組
織傷害にも関与すると考えられている。そこで、感染肺における好中球の挙動を生体イメージン
グ法で捉え、病原性の異なる２種類のインフルエンザウイルス株を用いて好中球の運動性につ
いて比較解析を試みた。まず、非感染マウスにおいて好中球の挙動を観測すると、低速(≦50 μ
m/秒)と高速（>50 μm/秒）の 2種類の運動様式が存在することがわかった。好中球は、大半の
時間 20 μm/s 以下の低速運動（平均移動速度 4.86 μm/s）を、時折 50 μm/s 以上の高速の運
動（平均移動速度 86.37 μm/s）をおこなった(図４)。続いて、インフルエンザウイルスに感染
したマウスにおいては、好中球の低速移動を示した時間が増加することで、好中球の平均移動速
度が低下することが明らかとなった。感染微小環境における好中球の運動性の変化は、細胞膜表
面に発現するインテグリンやセレクチンといった接着因子の発現変化に起因すると考えられる。
さらに、インフルエンザウイルスに感染した肺に遊走してくる好中球を計測すると、高病原性鳥
インフルエンザならびに季節性インフルエンザウイルスのどちらにおいても、血中の好中球の
数が感染初期に一過性に増加することが明らかとなった。病原性の異なる２種類のウイルス株
の病原性を比較解析した結果、高病原性鳥インフルエンザウイルスに感染した肺では季節性イ
ンフルエンザウイルスに比べて好中球の運動性の変化が早期に起こり、また、好中球の遊走する
タイミングも早くその数も有意に多いことから、高病原性鳥インフルエンザウイルスに感染し
たマウスの肺では早期に強い宿主応答が誘導されていることが明らかとなった。 
 本研究では２光子励起顕微鏡を用いて生体イメージングする手法を確立したことで、インフ
ルエンザウイルスに対する宿主応答や免疫反応を細胞レベルで解析することが可能となった。
インフルエンザの病原性発現メカニズムの解明に役立ち、ワクチンや新規抗ウイルス薬の実験
動物における評価にも応用できることから、ウイルス学や免疫学などの基礎的な研究からワク
チンや薬剤開発に至るまで、幅広く利用されることが期待される。 
 
  



 
図１ 生体イメージングシステムの模式図 
P3 施設内に設置した生体イメージングシステム。肺の観察装置を開発し、２光子励起顕微鏡や
動物の生命維持に必要な周辺機器を揃えることで、感染マウスの肺を観察することが可能とな
った。 
 
 
 
 
 

 
図２ インフルエンザウイルスに感染した肺の生体イメージング 
インフルエンザウイルスに感染したマウスの肺を２光子励起顕微鏡で観察した様子。感染細胞
（緑）と好中球（赤）の動態や血流（青）が観察できる。 
 
 
 



 
図３ インフルエンザウイルスに感染した肺における血管透過性 
蛍光 Dextran を撮影中に投与し血管透過性を評価した。高病原性鳥インフルエンザウイルスに
感染したマウスの肺では、蛍光 Dextran（赤）が時間の経過とともに血管から肺胞腔へと漏出す
る様子が認められる。 
 
 
 
 

 
図４ インフルエンザウイルスに感染した肺における好中球の挙動 
インフルエンザウイルスに感染したマウスでは、非感染個体と比べて好中球（赤）の軌跡（白線）
が短いことからから、好中球の運動性が低下していることが明らかとなった。 
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